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論文内容の要旨 
 近年、癌における microRNA（miRNA）の発現や機能が解析され、リキッドバイオプシーとし
ての miRNA の有用性も注目されている。それらの miRNA の中には、癌抑制的な作用を有する m
iRNA があり、癌抑制型 miRNA が正常組織から腫瘍細胞に分泌されることにより、腫瘍の増殖
・進展をコントロールしているとされている。我々のこれまでの解析によると、ある種の癌
抑制型 miRNA は血液中バイオマーカーとしても有用であり、癌の進行に伴いその血中濃度は
低下することが分かっている。これらのことから、本研究は ESCC 患者血中で有意に濃度低下
しており、そのことが腫瘍の進展や不良な長期予後に関連する癌抑制型 miRNA を同定するこ
とを目的とした。また同時に、このような癌抑制型 miRNA を生体内に投与することが新たな
治療法となりうるかを検討した。 
 最初に PubMed を利用した全網羅的な文献検索法により、ESCC 組織において癌抑制型の作用
が複数報報告されており、また癌における体液バイオマーカーとしての報告がなされていな
い 6 種類の癌抑制型 miRNA（miR-126、miR-133b、miR-143、miR-203、miR-338-3p、miR-655）
を解析の候補として選別した。これらの 6 種類の miRNA に対して ESCC 患者 10 例、健常人 10
例の血漿サンプルを用いて qRT-PCR 法によるテストスケール解析を行ったところ、miR-143 お
よび miR-655 の血漿中濃度は健常人と比較して ESCC 患者で有意に低下していた（それぞれ P 
< 0.01）。今回の研究においては最終的に癌抑制型 miRNA のマウスへの投与を予定しており、
その際に投与した miRNA の血中動態を解析する必要があることから、マウスの組織中で発現
が確認されている miR-143 は本研究には適さないと判断し、マウス体内では発現していない
とされる miR-655 を以後の解析対象とした。ESCC 患者 122 例、健常人 58 例の血漿サンプルを
用いて検証解析を行ったところ、ESCC 患者の血漿 miR-655 濃度は健常人と比較して有意に低
く（P < 0.001）、その診断能は感度 79.5％、特異度 67.3％であった。ヒト正常組織におい
て miR-655 は脳、精巣、大腸、食道において高発現しており、ESCC 細胞株において発現は低
下していた。ESCC の切除検体における癌部の miR-655 の発現は非癌部と比較して有意に低下
しており（P < 0.01）、血中エクソソーム内の miR-655 濃度は健常人と比較して ESCC 患者で
有意に低下していた（P < 0.05）。予後に関しては、ESCC 患者において血漿 miR-655 濃度低
値群は miR-655 濃度高値群と比較して、腫瘍関連生存期間において有意に予後不良であった
（P = 0.028）。さらに血漿 miR-655 濃度低値は独立した予後不良因子であった（P = 0.021;
 hazards ratio, 2.34; 95% confidence interval: 1.11-5.92）。ESCC 患者 122 例における
血漿 miR-655 濃度と各種臨床病理学的因子との関係について解析したところ、血漿 miR-655
濃度低値は高齢（P = 0.019）、高 N 因子（P = 0.025）、リンパ管浸潤陽性（P = 0.004）、
進行した病理学的ステージ（P = 0.041）と有意に相関した。早期癌、進行癌別に解析したと
ころ、早期癌、進行癌ともに血漿 miR-655 濃度低値はリンパ管浸潤陽性と有意に相関し（早
期癌 P = 0.021、進行癌 P = 0.023）、進行癌においてはさらにリンパ節転移陽性と有意
に相関した（P = 0.016）。さらに、多変量解析によると、血漿 miR-655 濃度低値はリンパ管
浸潤陽性またはリンパ節転移陽性の独立したリスク因子であった（P = 0.001, Odds ratio 3.
25）。これらの結果から、血漿 miR-655 の低下は ESCC の重要な予後不良因子であるリンパ節
転移に関連していると考え、この仮説を in vitro および in vivo で検証することとした。 
 ESCC 細胞株（KYSE790、TE5）に miR-655 を過剰発現させると、コントロールと比較して G1
/S 期での細胞周期停止を認め、腫瘍の増殖能は有意に抑制された（KYSE790; P < 0.05、TE5
; P < 0.05）。また miR-655 の過剰発現により ESCC 細胞の遊走能、浸潤能も有意に抑制され
た。タンパクレベルの解析では miR-655 を過剰発現させると E-cadherin の発現誘導と、Vime
ntin や Snail、ZEB1 の発現低下を認め、EMT が抑制された。 
 最後に miR-655 を生体内に投与することで腫瘍の進行が抑制されるかを、ヌードマウスを
用いた膝窩リンパ節転移モデルで検証した。マウスの後肢足底にヒト ESCC 細胞株を移植し、
miR-655 mimic を背部の皮下に局所投与したところ、control mimic 投与群と比較して血漿 m
iR-655 濃度は有意に高くなり、さらに移植部位の有意な腫瘍抑制効果を認めた。また膝窩リ
ンパ節への転移は、control mimic 投与群と比較して miR-655 mimic 投与群で有意に抑制され
た。さらに miR-655 投与による血液生化学的な明らかな副作用は確認されなかった。 
 以上の結果から、ESCC 患者において血漿 miR-655 濃度の低下はリンパ節転移とリンパ管浸
潤、不良な予後に相関し、ESCC 細胞に対して miR-655 は癌抑制的な作用を有していること、
特にリンパ節転移を抑制することが分かった。血漿 miR-655 濃度は ESCC 患者におけるリンパ
節転移に重要な役割を担っており、miR-655 の投与は ESCC 患者のリンパ節転移抑制に対する
新たな治療法となる可能性があると考えられた。 
